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NOIJVEAUX POLYPEPTIDES ASSOCIES A PES RECEPTEURS 
ACTIVATEURS ET LEURS APPLICATIONS BIOLOGIOUES 

L'invention porte sur de nouveaux polypeptides capables de transduire un 
5 signal provenant d'un recepteur activateur pour des molecules du CMH de classe 
I, fonctionnant en tant que recepteur autonome ou en tant que co-recepteur, et 
d'un KAR {Killer-cell Activatory Receptor) en particulier, sur les anticorps 
obtenus a partir desdits polypeptides servant d'immunogenes, et sur les acides 
nucleiques correspondant auxdits polypeptides. 
10 L'invention porte egalement sur les precedes d'obtention de tels 

polypeptides et sur les applications biologiques, plus particulierement, 
preventives, therapeutiques et diagnostiques, desdits polypeptides, anticorps et 
acides nucleiques. 

Pour maintenir la coherence et assurer l'integrite de Forganisme, le 
15 systeme immunitaire doit mettre en jeu un systeme coordonne de communications 
intercellulaires. 

Differents types de recepteurs interviennent dans ces communications. 
Trois d'entre eux, a savoir les recepteurs pour l'antigene des lymphocytes 
B (BCR), les recepteurs pour l'antigene des lymphocytes T (TCR) et les 
20 recepteurs reconnaissant la portion Fc des anticorps (RFc), sont maintenant bien 
decrits et leurs differentes structures relativement bien connues. 

D'autres recepteurs qui ne sont ni recepteurs pour antigenes, ni recepteurs 
pour anticorps ont ete decrits mais leurs structures et mecanismes d'action sont 
encore mal connus. 

25 II s'agit de recepteurs pour des molecules du CMH (Complexe Majeur 

d'Histocompatibilite) tels que les KARs {Killer cell Activatory Receptors) et leur 
contrepartie inhibitrice, les KIRs {Killer cell Inhibitory Receptors). 



KARs et KIRs ne sont pas limites aux cellules NK : ils sont egalement 
naturellement exprimes par des cellules T. 

Les KARs sont hautement homologues aux KIRs (jusqu'a 96% d'homologie 
entre KARs et KIRs au niveau extracytoplasmique). 

KARs et KIRs n'assurent cependant pas les memes fonctions : les KIRs 
sont impliques dans le contrdle negatif (inhibiteur) de l'activation des cellules NK 
et T, alors que les KARs sont impliques dans le controle positif (stimulateur) de 
T activation des cellules NK et T. 

Des differences majeures au niveau des domaines trans- et 
intracytoplasmiques ont pu etre raises en evidence entre isoforme activatrice 
(KAR) et isoforme inhibitrice (KIR). 

En effet, contrairement aux KIRs, les KARs expriment un residu acide 
amine charge (lysine) dans leur domaine transmembranaire et ne contiennent 
aucun motif ITIM (motif d'inhibition de recepteur basee sur residu(s) tyrosine) 
dans leur domaine intracytoplasmique. Les recepteurs monomeriques KARs ne 
contiennent pour autant pas de motif IT AM (motif d'activation d'immunorecepteur 
basee sur residu(s) tyrosine). 

La situation observee pour les KARs, recepteurs activateurs pour les 
molecules du CMH et membres de la IgSF (superfamille des immunoglobulines), 
a savoir recepteur activateur, contrepartie d'im recepteur inhibiteur a ITIM, ne 
presentant lui-meme m ITIM, ni ITAM mais presentant un acide amine charge 
(lysine, argmine, acide aspartique, acide glutamique) transmembranaire, peut etre 
observee pour d'autres types de recepteurs. II en est ainsi des recepteurs 
activateurs (ou a tout le moins non inhibiteurs) pour les molecules du CMH, tels 
que NKG2C/D (qui est du type lectine et dont la contrepartie inhibitrice est 
NKG2A/B), mais aussi pour d'autres recepteurs non inhibiteurs, tels que SIRP p 



et ILT 1 , dont les ligands sont encore inconnus et qui ont ete decrits notamment 
sur des cellules non-hematopoi'etiques. 

Les KARs peuvent fonctionner en tant que recepteurs autonomes pour les 
molecules du CMH de classe I. On sait ainsi que l'engagement des KARs avec 
des molecules du CMH de classe I exprimees sur la surface de cellules cibles, 
initie les programmes d'activation lymphocytaires tel qu'il a ete etabli du fait de la 
mobilisation du Ca 2+ iritracytoplasmique et de l'induction de la lyse des cellules 
cibles. 

Outre leurs fonctions de recepteurs autonomes pour des molecules du 
CMH, les KARs peuvent egalement assurer des fonctions co-receptrices pour des 
recepteurs TCR et RFc (Mandelboim O. et ai, 1996, Science 274:2091 ; 
Cambiaggi A. et al., 1996, Blood 57:2369). 

En effet, lors de la reconnaissance de fragments constants (Fc) 
d'irnmunoglobulines G (IgG) par des recepteurs tels que CD16 (RFcylll), et lors 
de la reconnaissance d'antigenes par le complexe CD3/TCR restreint par des 
molecules du CMH de classe I ou II, les KARs peuvent jouer le role de co- 
recepteurs et ainsi augmenter Tintensite de la reponse cellulaire, en particulier 
face a de petites quantites d'antigenes, maintenir la reponse cellulaire dans le 
temps, et egalement cooperer a la stimulation de la proliferation cellulaire. 

Les KARs participent done a la regulation du systeme irnmunitaire non 
seulement en "auto-reaction" face a des proteines endogenes, e'est-a-dire 
synthetisees par la cellule presentatrice (telles que proteines issues d'agents 
pathogenes, virus, bacteries, parasites mais se multipliant a l'interieur de cellules- 
hotes) mais egalement en "allo-reaction" face a des proteines exogenes et face a 
des anticorps liberes dans l'organisme. 

Le role des KARs, naturellement exprimes sur des sous-populations 
lymphocytaires NK et T, n'est done pas restreint par leurs ligands propres, a 



savoir les molecules du CMH de classe I, mais s'etend a l'equilibre du systeme 
inimunitaire de maniere generale. 

Le fonctionnement des KARs naturellement exprimes influe ainsi sur la 
proliferation de cellules NK et T, la production par de telles cellules de 
substances de type cytokines, la lyse de cellules cibles telles que cellules 
autologues deleteres, malignes ou infectees par des virus, cellules allogeniques, 
mais aussi sur la tolerance du systeme immunitaire face a certains antigenes. 

Tout non- ou dys-fonctionnement des KARs peut done conduire a 
differentes pathologies ou reactions indesirees, toutes liees au fonctionnement du 
systeme immunitaire, telles que maladies d'immuno-deficience, maladies auto- 
immunes (e.g. sclerose en plaque), tumeurs, infections virales, bacteriennes, 
parasitaires, allergies, rejets de greffe. II a, par exemple, ete montre que si 
rhomme ne presente en moyenne que moins de 10% de lymphocytes exprimant 
des KARs, la quasi-totalite des lymphocytes de patients atteints de LDGL 
(maladie lymphoproliferative des lymphocytes granulaires) exprime des KARs. 

La presente invention a pour but de fournir des moyens permettant de 
diagnostiquer un fonctionnement anormal ou non desire de recepteurs activateurs 
pour des molecules du CMH de classe I tels que les KARs et d'en controler le 
fonctionnement. 

L'invention a ainsi pour objet de nouveaux polypeptides qui sont 
necessaires a la transduction d'un signal provenant d'un KAR, ainsi que les 
anticorps et acides nucleiques obtenus a partir desdits nouveaux polypeptides. 

L'invention a egalement pour objet un procede d'obtention desdits 
nouveaux polypeptides ainsi que leurs applications biologiques. 

Les polypeptides de l'invention sont caracterises en ce qu'ils sont tels 
qu'obtenus : 



i. par immunoprecipitation d'une ou plusieurs fraction(s) 
polypeptidique(s) de lysats de cellules NK et/ou T a l'aide d'un ou plusieurs 
anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR, tel(s) qu'un anticorps anti-CD158, anti- 
p70/NKBl, anh-pl40, et plus particulierement l'anticorps monoclonal EB6, 

GL183 ouPAX250, 

ii. chaque fraction polypeptidique pouvant optionnellement etre plus 
avant epuisee par elimination des fractions immunoprecipitees a l'aide 
d' anticorps anti-CD3 et/ou anti-FceRIy, et/ou etre a nouveau precipitee a l'aide 
d'un ou plusieurs anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR tel(s) qu'un anticorps anti- 
CD 15 8, anti-p70/NKBl, anti-pl40, et plus particulierement l'anticorps 
monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 

iii. par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire, et recuperation des polypeptides 
correspondant a un poids moleculaire de 12 ± 1 kDa environ, ou bien 

par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fraction 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire apres avoir soumis ladite (lesdites) 
fraction(s) polypeptidique(s) a un test kinase, et recuperation des polypeptides 
correspondant a un poids moleculaire de 12, 14 et/ou 16 ± 1 kDa environ. Le test 
kinase peut etre realisee tel que ci-apres decrit dans les exemples (cf. materiel et 
methodes). 

De tels polypeptides peuvent egalement etre obtenus, apres sequencage, 
par synthese chimique ou a l'aide des techniques d'ADN recombinant. 

Les polypeptides selon l'invention comprennent egalement les homologues 
de tels polypeptides, tels qu'obtenus par deletion, insertion, inversion ou 
substitution conservative d'acides amines, et les fragments de tels polypeptides, 
tels qu'obtenus par hydrolyse desdits polypeptides a l'aide de proteases, lesdits 



homologues ou fragments etant capables de transdmre iin signal provenant d'un 
KAR. 

Lesdits peptides, ci-apres appeles KARAPs (KAR-Associated Proteins), 
sont necessaires a la transduction de signaux provenant de recepteurs activateurs, 
les KARs, qui ne presentent ni ITEM ni ITAM intracytoplasmiques mais qui 
presentent un residu acide amine transmembranaire. 

Dans une forme de realisation de l'invention, lesdits polypeptides se 
presentent sous la forme de dimeres lies par un pont disulfiire ; ils s'associent de 
maniere selective et non covalente a des KARs qui fonctionnent, soit en tant que 
recepteurs autonomes pour des molecules du CMH de classe I, soit en tant que 
co-recepteurs du TCR ou d'un RFc tel que CD 16. 

Les polypeptides selon l'invention peuvent etre phosphoryles au niveau d'au 
moins un residu tyrosine et/ou d'au moins un residu serine, ou etre non 
phosphoryles. 

Les polypeptides selon l'invention sont capables de se lier a une molecule a 
domaine SH2 telle que ZAP-70, P 72**, p56 /cA ', p59^, p60 />?1 , Grb-2, pp 36 " 38 , PLC- 
cd, p85 (PI-3 kinase), She, ou a une molecule a domaine PTB (PhosphoTyrosine 
Binding) telle que She. Une telle liaison peut etre observee par incubation de 
polypeptides selon rinvention avec des molecules a domaine SH2 ou PTB et 
mesure de la resonance de plasmons (Olcese et al 1996, The Journal of 
Immunology 156:4531-4534). 

Selon ime disposition avantageuse, les polypeptides de l'invention sont 
modifies par glycosylation, phosphorylation, sulfonation, biotinylation, acylation, 
esterification, ou par addition, substitution, suppression d ? entites de forme 
moleculaire proche de celle des groupes phosphate, telles que le phosphonate, par 
addition de reactifs de marquage tels que la luciferase, la GFP {Green 
Fluorescence Protein), par addition de cibles de purification telles qu'un ligand 



d'affinite, par addition d'entites modifiant sa solubilite. De maniere 
particulierement avantageuse, les polypeptides de l'invention sont modifies de 
maniere a etre non hydrolysables dans des conditions biologiques. 

Selon une autre disposition avantageuse, les polypeptides de l'invention, ou 
leurs fragments ou homologues, sont capables de traverser une membrane 
cellulaire, c'est-a-dire une bicouche lipidique. 

La presente invention vise egalement les anticorps et fragments de tels 
anticorps, en particulier fragment Fc, Fv, Fab, F(ab)' 2 , obtenus par immunogenese 
a partir d'un polypeptide selon l'invention ou a partir d'un fragment ou 
homologue d'un tel polypeptide. 

De tels anticorps sont obtenus par immunisation d'animaux, tels que lapins 
et souris, contre des polypeptides selon l'invention tels qu'obtenus par elution de 
bandes electrophoretiques, par synthese chimique ou par une technique de 
proteines de fusion solubles (GST), lesdits polypeptides, fragments ou 
homologues etant optionnellement couples a des immunogenes tels que 
l'ovalbumine. 

Des anticorps monoclonaux sont alors produits par fusion hybridomale des 
cellules spleniques immunes, criblage et purification des surnageants de culture 
(Kohler et Milstein, 1975, Nature 256, 495-497 ; Antibodies, a laboratory 
manual, 1988, Harlow and David Lane, Ed. Cold Spring Harbor laboratory). 

A partir de ces anticorps, des dianticorps peuvent etre generes selon des 
procedures standards. 

La presente invention vise egalement les acides nucleiques comprenant une 
sequence correspondant a la lecture en cadre ouvert, selon le code genetique 
universel et en tenant compte de la degenerescence dudit code, de la sequence en 
acides amines d'un polypeptide selon l'invention et les variants presentant une 
homologie supeneure ou egale a 60% avec de tels acides nucleiques et etant 



capables de coder pour mie molecule transductrice d'un signal activateur 
provenant d'un KAR. 

La presente invention vise egalement un procede d'obtention d'un 
polypeptide selon l'invention comprenant les etapes : 

i. d'immunoprecipiter une ou plusieurs fraction(s) polypeptidique(s) de 
lysats de cellules NK et/ou T a l'aide d'un ou plusieurs anticorps anti-KTR et/ou 
anti-KAR, tel(s) qu'un anticorps anti-CD 158, anti-p70/NKBl, anti-pl40, et plus 
particulierement l'anticorps monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 

ii. chaque fraction polypeptidique pouvant optionnellement etre plus 
avant epuisee par elimination des fractions iinmunoprecipitees a I 5 aide 
d'anticorps anti-CD3 et/ou anti-FceRIy, et/ou etre a nouveau precipitee a l'aide 
d'un ou plusieurs anticorps anti-KER et/ou anti-KAR tel(s) qu'un anticorps anti- 
CD 158, anti-p70/NKBl, anti-pl40, et plus particulierement l'anticorps 
monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 

iii. de separer les polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire et recuperer les polypeptides 
correspondant a un poids moleculaire de 12 ± 1 kDa environ, ou bien 

de separer les polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire apres avoir soumis ladite (lesdites) 
fraction(s) polypeptidique(s) a un test kinase, et recuperer les polypeptides 
correspondant a un poids moleculaire de 12, 14 et/ou 16 ± 1 kDa environ. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
comprenant, en association avec un vehicule pharmaceutiquement inerte, une 
quantite efficace d'au moins un polypeptide selon r invention ou de fragments d'un 
tel polypeptide, d'au moins un anticorps selon l'invention ou de fragments d'un tel 
anticorps, ou d'au moins un acide nucleique selon l'invention ou de variants d'un 
tel acide nucleique. 
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L'utilisation desdits aiiticorps et acides nucleiques, en tant qu'agents de 
diagnostic, entre egalement dans le champ de l'invention. 

La composition pharmaceutique selon l'invention peut etre formulee sous 
forme solide, liquide ou sous forme d'une suspension, pour une administration 
5 orale, parenteral, topique, intra vaginale, intrarectale ou pour une inhalation orale 
et/ou nasale. 

Ladite composition pharmaceutique est destinee a moduler l'activite d'un 
KAR. Pour stimuler l'activite d'un KAR, ladite composition pharmaceutique 
comprendra des agents facilitant la transduction du signal provenant dudit KAR, 

^10 tels que, par exemple, polypeptides ou acides nucleiques selon l'invention 
capables de traverser une bicouche lipidique. Pour inhiber l'activite d'un KAR, 
ladite composition pharmaceutique comprendra des agents bloquant la 
transduction des signaux issus dudit KAR tels que, par exemple, des fragments 
d'anticorps selon l'invention capables de traverser une bicouche lipidique de 

1 5 maniere a bloquer les KARAPs cellulaires, ou des polypeptides phosphoryles ou 
non, modifies selon l'invention, par exemple non hydrolysables dans des 
conditions biologiques, de maniere a bloquer des proteines a domaine SH2 ou 
PTB ou toute molecule adaptatrice ou effectrice de l'activation dudit KAR. 

|) Pour determiner au niveau d'une cellule si un signal provenant d'un KAR 

20 est ou non transduit, et pour deteirniner si un tel signal est stimule ou inhibe, de 
nombreux moyens sont a la disposition de rhomme du metier. Des exemples de 
tels moyens incluent la stimulation dudit KAR par un ligand et la mesure des 
cytokines secretees (cf. par exemple, Cambiaggi et al. 1996, Blood 87:2369), de 
la proliferation cellulaire (cf. par exemple Mandelboim et al. 1996, Science 

25 274:2097), de la cytotoxicite (cf. par exemple le test de cytotoxicite redirigee ci- 
apres decrit), de la mobilisation du calcium intracytoplasmique (cf. par exemple 
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Blery et al. 9 1997, J. Biol. Chem. 272, 8989-8996), et/ou de Induction de 
phosphoralytion (of par exemple Vivier et ai 1991, J. Immunol. 146:206). 

La presente invention vise egalement une methode de diagnostic in vitro 
d'un fonctionnement anormal ou non desire d'une cellule comprenant les etapes 
de : 

- mise en contact d'au moms une cellule, ou un extrait de cellule, avec un 
anticorps selon l'invention ou un fragment d'un tel anticorps, ou avec un acide 
nucleique selon l'invention ou un variant d'un tel acide nucleique, et de 

- revelation du produit de reaction eventuellement forme. 

L'etape de mise en contact est realisee dans des conditions notamment de 
duree, temperature, tampon, le cas echeant de reticulation de gel, permettant 
l'etablissement d'une reaction de type antigene-anticorps par exemple par ELISA 
{Enzyme Linked Immunoabsorbant Assays), ou le cas echeant, d'une reaction de 
type hybridation d'acides nucleiques et PGR (amplification en chaine par 
polymerase). 

Pour la revelation du produit de reaction eventuellement forme, peuvent 
etre utilises des marqueurs tels que marqueurs fluorescents, enzymatiques, 
radioactifs ou luminescents. 

Ladite methode de diagnostic in vitro permet le diagnostic de 
fonctionnements cellulaires anormaux ou non desu-es pouvant se traduire par une 
maladie immunoproliferative, une maladie d'immunodeficience telle qu'une 
maladie a VEH, un cancer tel que la maladie lymphoproliferative des lymphocytes 
granulaires, une maladie auto-immune telle que la polyarthrite rhumatolde, une 
maladie infectieuse telle que le paludisme, une reponse allergique, un rejet de 
sreffe. 

La presente invention se rapporte egalement a une methode ^identification 
de molecules adaptatrices ou effectrices de I'activation d'un KAR et une methode 



^identification de molecules capables de moduler une activite cellulaire resultant 
de l'activation d'un KAR. 

La methode ^identification de molecules adaptatrices ou effectrices de 
l'activation d'un KAR selon l'invention comprend les etapes de : 

i. mise en contact des molecules candidates avec des polypeptides selon 
l'invention (ou avec des fragments de tels polypeptides), et de 

ii. selection de celles des molecules candidates pour lesquelles une liaison 
auxdits polypeptides (ou auxdits fragments de polypeptides) est observee. 

Les molecules candidates susceptibtes d'etre des molecules adaptatrices ou 
effectrices de l'activation d'un KAR peuvent etre par exemple choisies parmi les 
molecules a domaine SH2 ou PTB. Elles peuvent se presenter sous forme 
recombinante soluble. 

L'etape de mise en contact peut etre, par exemple, realisee par couplage 
des molecules candidates, obtenues sous forme recombinante soluble, 
susceptibles d'etre des molecules adaptatrices ou effectrices de l'activation d'un 
KAR, a des billes permettant la mesure de la radioactivite telles que billes de 
liquide scintillant, et par passage, sur lesdites billes, de polypeptides selon 
l'invention (ou de fragments de tels polypeptides) sous forme tritiee. Sont alors 
selectionnees celles des molecules candidates pour lesquelles une liaison auxdits 
polypeptides ou fragments de polypeptides est observee par mesure de la 
radioactivite (cpm). 

L'etape de mise en contact peut egalement etre realisee par immobilisation 
de polypeptides selon l'invention (ou de fragments de tels polypeptides) sur des 
microsupports permettant la mesure de la resonance de plasmons tel que des 
microsupports BIAcore (Pharmacia) {cf. par exemple Olcese et al., 1996, The 
Journal of Immunology 156:4531-4534 ; Vely et al., Immunology Letters 1996, 
vol.54. pl45-150), et par passage, sur lesdits microsupports, de molecules 



candidates susceptibles d'etre des molecules adaptatnces ou effectnces de 
l'activation d'un KAR. Sont alors selectionnees celles des molecules candidates 
ponr lesquelles une liaison auxdits polypeptides ou fragments de polypeptides est 
observee par mesure de la resonance de plasmons (Resonance Unit). 

Cette methode ^identification des molecules adaptatnces ou effectnces de 
l'activation d'un KAR, quel qu'en soit son mode de realisation, peut egalement 
servir de referentiel dans la mise en oeuvre de la methode d'identification de 
molecules capables de moduler une activite cellulaire resultant de l'activation d'un 
KAR ci-apres decrite. 

La methode d'identification de molecules capables de moduler une activite 
cellulaire resultant de l'activation d'un KAR, selon l'invention, comprend les 
etapes de : 

i. mise en contact des molecules candidates avec des molecules 
adaptatnces ou effectnces de l'activation d'un KAR. telles qu'obtenues par la 
methode selon l'invention ci-avant decrite et avec des polypeptides selon 
l'invention (ou avec des fragments de tels polypeptides), et de 

ii. selection de celles des molecules candidates qui exercent un effet sur la 
liaison entre lesdits polypeptides (ou lesdits fragments de polypeptides) et lesdites 
molecules adaptatrices ou effectrices, telle qu'observee en l'absence desdites 
molecules candidates. 

Les molecules candidates susceptibles de moduler une activite cellulaire 
resultant d'un KAR peuvent etre choisies parmi des banques de composes 
naturels ou synthetiques, en particulier parmi des banques chimiques ou 
combinatoires. Lesdites molecules candidates peuvent etre de nature proteique, 
par exemple, (derives ou fragments d'anticorps anti-idiotypes tels que les 
anticorps selon la presente invention, derives ou fragments d'anticorps 
catalytiques), de nature carbonee, lipidique ou nucleique. 



13 



L'etape de mise en contact de la methode d'identification de molecules 
capables de moduler une activite cellulaire resultant de l'activation d'un KAR, 
selon l'invention, peut etre, par exemple, realisee par incubation desdites 
molecules candidates avec des polypeptides selon l'invention (ou de fragments de 
5 tels polypeptides) et avec des molecules adaptatnces ou effectrices de l'activation 
d'un KAR, telles qu'obtenues par la methode selon l'invention ci-avant decrite, 
dans des conditions permettant une mesure du taux de liaison entre lesdits 
polypeptides et lesdites molecules adaptatnces ou effectrices de l'activation d'un 
KAR, par exemple, en se basant sur une propriete chimique desdites molecules 
^10 adaptatnces ou effectrices a l'etat non lie, telle que propriete enzymatique, 
propriete de phosphorylation ou d'auto-phosphorylation. 

L'etape de mise en contact de la methode d'identification de molecules 
capables de moduler une activite cellulaire resultant de l'activation d'un KAR, 
selon l'invention, peut egalement etre realisee par mise en oeuvre de techniques 
1 5 du type billes de liquide scintillant et polypeptides trities ou du type microsupport 
et mesure de la resonance de plasmons, telles que ci-avant decrites, en mesurant 
la radioactivite ou, respectivement, la resonance de plasmons, resultant de la 
liaison entre lesdits polypeptides et lesdites molecules adaptatrices ou effectrices, 
en l'absence et en presence des molecules candidates. Sont alors selectionnees 
20 celles des molecules candidates qui soit augmentent soit diminuent de maniere 
statistiquement significative le taux de liaison temoin mesure entre lesdits 
polypeptides et lesdites molecules adaptatrices ou effectrices en l'absence 
desdites molecules candidates. 

Les molecules capables de moduler l'activation d'un KAR, telles 
25 qu'identifiees par la methode selon l'invention, peuvent etre modifiees 
clumiquement de maniere a les rendre non hydrolysables dans des conditions 
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biologiques et/ou de maniere a ce qu'elles puissent traverser mie bicouche 
lipidique cellulaire. 

Les molecules capables de moduler l'activation d'un KAR 3 selon 
l'invention, avantageusement agissent en modifiant l'interaction entre lesdits 
KARAPs et leiirs effecteurs ou adaptateurs cellulaires. 

Lesdites molecules capables de moduler une activite cellulaire resultant de 
l'activation d'un KAR, selon l'invention, peuvent alors etre appliquees a une 
cellule cultivee in vitro, telle que cellule lymphocytaire, dont l'activite KAR a ete 
stimulee, par exemple, par mise en contact avec un ligand. Cette application se 
fait par penetration a l'interieur de ladite cellule, par exemple, par electroporation 
ou par modification chimique permettant le franchissement d'une bicouche 
lipidique. 

La presente invention est illustree par les exemples suivants qui ne doivent 
etre en aucun cas consideres comme limitatifs. 

II y est fait reference aux six figures suivantes: 

- la Figure 1 presente 

en A, une analyse par cytometre de flux (F AC Scan, marque deposee 
Becton-Dickinson) en immunofluorescence indirecte de cellules cultivees sur EL- 
2 (interleukine 2) et issues de patients atteints de LDGL (maladie 
lymphoproliferatrice des lymphocytes granulaires) designes par R.P., D.F. et 
MAL., et 

en B ? les resultats d'un test de cytotoxicite re-dirige avec differents 
anticorps monoclonaux, realise sur des cellules NK cultivees sur DL-2 provenant 
de differents dormeurs ; 

- la Figure 2 presente : 

en A, une analyse SDS-PAGE (resolution de proteines par electrophorese 
sur gel et dodecylsulfate de sodium) realisee a partir de cellules NK de donneur 
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R.P. (pSO.T) radiomarquees au 125 I et lmmunoprecipitees a l'aide de l'anticorps 
monoclonal anti-CDl58 EB6, avant et apres epuisement en FceRIy et en CD3C a 
l'aide d'anticorps anti-CD3<; / anti-FceRIy, 

en B, une analyse SDS-PAGE avec une sonde anticorps anti-CD3C de 
lysats complets de cellules D.F. ou d'immunoprecipites de tels lysats ; 

- la Figure 3 presente : 

en A, une analyse SDS-PAGE des proteines phosphorylees issues de tests 
kinase in vitro auxquels ont ete soumis des immunoprecipites de lysats de cellules 
NKMAL., 

en B, le meme type d'analyse SDS-PAGE qu'en figure 3A mais realisee a 
partir de cellules RBL-2H3 p50.2 + , 

en C, une analyse par electrophorese sur couche mince (TLE) des acides 
amines phosphoryles des bandes KARAPs et CD3^ excisees apres tests kinase in 
vitro realises sur des immunoprecipites anti-CD 158 et anti-CD16, 
respectivement, de cellules NK R.P., 

- la Figure 4 presente une analyse SDS-PAGE bidimentionnelle en 
conditions non-denaturantes/denaturantes d'immunoprecipites anti-CD158 de 
lysats de cellules NK R.P. ayant subi un test kinase, et 

- la Figure 5 presente les recepteurs activateurs non-inhibiteurs de la 
superfamille des immunoglobulines (IgSF) ou du type lectine, et leurs 
contreparties inhibitrices. 



EXEMPLE 



1. Materiels et methodes 
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Anticorps monoclonaux (mAbs) et reactifs 

Les anticorps monoclonaux suivants ont ete utilises : 

- des anticorps anti-CD3, anti-CD 16 et anti-CD56 d'isotype IgGl tels que 
JT3A (Coulter Immunotech reference 0178), KD1 (Coulter Immunotech 
reference 0813) et TA181.H12 (Coulter Immunotech reference 1844), 
respectivement, 

- des anticorps anti- CD3^ tels que TIA-2 (Coulter Immunotech 66045P2), 

- des anticorps anti-CD158, a savoir des anticorps anti-p58.1 tels que EB6 
(Coulter Immunotech reference 1847), des anticorps anti-p58.2 tels que GL183 
(Coulter Immunotech reference 1846) et des anticorps anti-p50.3 tels que 
PAX250 decrit dans Bottino et ai {Ear. J. Immunol . 1996, 26, 1816), 

- un antiserum de lapin anti-FccRIy tel que l'antiserum 666 decrit dans 
Jouvin M.H. et at., 1994, J. Biol. Chem. 269, 5918-5925, 

- un antiserum de lapin anti-FcsRia tel que l'antiserum BC4 decrit dans 
Bociano L.K. etal., 1986, J. Biol. Biochem. 261, 11823-11831, 

- un antiserum de chevre anti-souris conjugue a la peroxydase de raifort 
(Sigma A-2304) et un antiserum de chevre anti-lapin conjuge a la peroxydase de 
raifort (Sigma A-0545), 

- une immunoglobuline de chevre anti-souris conjuguee a de 
Tisothiocyanate de fluoresceine (Coulter- Immunotech 0819 F(ab') 2 ), 

- des anticorps monoclonaux GL183-Phycoerythrine (GL183-PE) (Coulter- 
Immunotech 2278), (EB6-Phycoerythrine (EB6-PE) (Coulter-Immunotech 2277) 
et une immunoglobuline de chevre anti-souris-phycoerythrine (anti-souris-PE) 
(Coulter Immunotech 0855 F(ab')2). 

Le tampon de lyse contenait du Tris-HCl 25 mM pH 7,5 ; NaCl 150 mM ; 
digitonine 1% ; ortlio vanadate de sodium 100 j^M ; NaF 10 mM ; aprotinine 
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2 ug/ml ; leupeptine 2 ug/ml ; tous ces produits ayant ete achetes aupres de 
Sigma (St Louis, MO, USA). 

Le tampon kinase contenait de l'Hepes 20mM pH 7,2 ; NaCl 100 mM ; 
MnCl 2 5 mM ; MgCl 2 5mM ; 32 y ATP 10 uCi = 370 kBq (Amersham, 

Buckinghamshire, UK). 

Le tampon d'electrophorese sur couche mince (TLE) contenait de l'acide 
acetique glacial a 10% et de la pyridine a 1% dans de l'eau ; pH 3,5. 



Cellules 

Cellules NK humaines issues de patients LDGL ou cellules LDG L : 

Les cellules NK humaines ont ete obtenues a partir de patients atteints de 
maladie lymphoproliferative des lymphocytes granulaires (LDGL, 
Lymphoproliferative Disease of Granular Lymphocytes) de la lignee des cellules 
NK CD56 + , CD16 + , CD3". Des lymphocytes de sang peripherique (PBL, 
Peripheral Blood Lymphocyte) ont ete isoles a partir d'echantillons de sang de 
patients atteints de LDGL par centrifugation selon un gradient Ficoll/Hypaque. 
Ces cellules LDGL ont ete alors cultivees a 37°C a une concentration de 10 6 
cellules par ml sur milieu RPMI-1640, a 10 ng/ml de penicilline-streptomycine et 
10 % de serum de veau foetal, en presence de cellules nourricieres irradiees 
allogeniques et de 100 U/ml de rIL-2. 

Obtention de cellules transfectees RT1IB.p50.2 + : 
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Des transfectants de cellules RBL-2H3 (American Type Culture 
Collection) exprimant des KARs p50.2 (cellules RTIIB. p50.2 + ) ont ete realisees 
telles que decrites dans Blery et ai 1997, J. Biol. Chem., 272, 8989-8996). 

Brievement, les cellules RTIEB utilisees sont les cellules classiquement 
decrites comme etant des cellules RBL-2H3 transfectees de maniere a exprimer le 
recepteur FcyRIIb2 murin et la molecule chimerique CD25/CD3 comprenant les 
domaines ecto- et trans-membranaires complets de la CD25 humaine lies au 
domaine intracytoplasmique complet de la CD3 murine. 

Ces cellules RTIIB ont ete de plus transfectees par electroporation 
d'ADNc 183.Act2 (codant pour p50.283) porte sur le vecteur d'expression RSV- 
5gpt- 

Des cellules transfectees RTIIB. p50.2 + stables ont ete etablies par culture en 
presence de xanthine (250 jag/1), d'hypoxanthine (13,6 jag/1) et d'acide 
mycophenolique (2 jig/1). 

Test Cvtolytique 

L'activite cytolytique des cellules LDGL cultivees sur IL-2 a ete mesuree 
par rapport a la lignee cellulaire murine P815 (American Type Culture Collection) 
en Tabsence ou en presence des mAbs anti-CD 16, anti-CD 158 et anti-CD56. 

Brievement, 5 x 10 3 cellules cibles marquees au 3l Cr ont ete ajoutees a des 
dilutions en serie de cellules effectrices en presence de 50 [i\ d'anticorps 
monoclonal surnageant d'hybndome au demarrage du test standard de liberation 
de 51 Cr durant 4 heures (Vivier E. et al., 1991, J. Immunol. 146:206). 
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Radio-iodu ration 



10 
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Les cellules (10 - 50 x 10 6 ) ont ete fixees au formaldehyde a 0,5% dans du 
PBS (tampon de phosphate de sodium), puis permeabilisees pendant 5 minutes a 
l'aide de digitonine a 30 ug/ml dans du PBS prealablement a une ioduration 
catalysee par la lactoperoxidase ( 125 I, NEN-Dupont, Wilmington, DE, USA) tel 
que decrit par Anderson P. etal., 1989, J. Immunol. I43AS99. 



Les cellules ont ete lysees pendant 30 minutes a 4°C dans un tampon de 
lyse a digitonine. Les sumageants post-nucleaires pre-purifies ont alors ete 
immunoprecipites a l'aide d'anticorps specifiques couvrant des billes S4B- 
Sepharose (Pharmacia, Piscataway, NJ, USA) (Vivier E. et ai, 1991, J. 
15 Immunol. 146:206). Les immunoprecipites ont ete analyses par SDS-PAGE 
(resolution de proteines par electrophorese sur gel et dodecylsulfate de sodium) et 
autoradiographic 



Test kinase in vitro 



Les cellules (10 x 10 6 par echantillon) ont ete lysees dans 1 ml de tampon 
de lyse (voir reactifs). Les sumageants post-nucleaires prepurifies ont ete 
mimunoprecipites pendant 2 a 3 heures en utilisant des anticorps monoclonaux 
lies de maniere covalente a une Sepharose 4B activee par CnBr (Pharmacia). Les 
25 complexes immuns ont ete laves trois fois dans du tampon de lyse ; 40 ul de 
tampon kinase (voir reactifs) ont alors ete ajoutes aux immunoprecipites pendant 
10 minutes a 37°C. La reaction kinase a ete arretee par addition du tampon 
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reducteur SDS-echantillon. Les echantillons ont ete portes a ebullition 
prealablement a une analyse par SDS-PAGE et autoradiographic. Dans certaines 
experiences, les echantillons ont ete analyses par SDS-PAGE diagonale non- 
denaturante/denaturante bidimensionnelle. 

Analyse de la phosphorylation des KARAPs 

Apres le test kinase in vitro et la separation par SDS-PAGE, les proteines 
phosphorylees ont ete excisees des gels seches et ont ete eluees en utilisant un 
Centrilutor (Amicon) on une solution de SDS (dodecylsulfate de sodium) a 0,1% 
dans du PBS (tampon de phosphate de sodium). Les proteines eluees ont ete 
precipitees dans de l'acide trichloroacetique a 20% a 4°C pendant 2 heures, 
prealablement a une incubation dans 200 d'HCl 5,7 M a 110°C pendant 90 
minutes. Les acides amines individuels ont alors ete seches et remis en 
suspension dans 5 \i\ de tampon TLE (voir reactifs) contenant 5 |ig de chaque 
phosphotyrosine, phosphothreonine, phosphoserine non marquee (Sigma) en tant 
qu'etalons standards. Les echantillons ont ete deposes sur des plaques de 
cellulose (DC-cellulose 100-pm) et mis a migrer a 1500 V pendant 45 minutes a 
4°C sur im Multiphor II (Pharmacia). Des etalons standards ont ete developpes a 
Taide de ninhydrine a 1% dans de Tacetone et les acides amines marques au j2 P 
ont ete identifies par autoradiographic. 

Analyse par immunotransfert 

Les immunoprecipites ont ete resolus par SDS-PAGE, transferes sur filtres 
de nitrocellulose et confrontes aux sondes anticorps anti-CD3^ ou anti-FCsRIy 
diluees dans une solution de PBS a 5% en lait deshydrate ecreme. Les 
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immunotransferts ont ete reveles en utilisant un antiserum de chevre anti-souris 
ou anti-lapin conjugue a la peroxydase de raifort (Sigma references A-2304 et A- 
0545 respectivement) et le systeme de detection ECL commercialise par 
Amersham (RPN 2209). 

2. Resultats 
Phenotvpe de surface 

Le phenotype de surface des cellules NK issues de patients LDGL et 
cultivees sur IL-2 (interleukine-2) a ete analyse par FACScan (tri de cellules 
activees par fluorescence) en immunofluorescence indirecte. 



Sont ci-apres reportes les resultats de 1' etude relative a trois de ces 
1 5 patients, ci-apres nommes R.P., D.F. et MAL. 

Lesdits resultats sont illustres par la Figure 1 A ou est presentee une analyse 
par FACScan en immunofluorescence indirecte de cellules LDGL (maladie 
lymphoproliferative des lymphocytes grannulaires) R.P., D.F. ou MAL. cultivees 
sur EL-2. Une immunoglobuline de chevre anti-souris conjuguee a de 
20 l'isothiocyanate de fluoresceine a servi de reactif de seconde etape. Pour chaque 
type de cellules LDGL (cellules LDGL R.P. pour les analyses presentees dans la 
bande horizontale superieure, cellules LDGL D.F. pour celles de la bande 
horizontale mediane, cellules LDGL MAL. pour celles de la bande horizontale 
inferieure) et pour chaque traitement subi (traitement temoin C pour les graphes 
25 presentes a gauche ou traitement par l'anticorps monoclonal indique, soit de 
gauche a droite, anti-CD3, anti-CD 16, anti-CD 158 EB6, anti-CD 158 GL183, 
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anti-CD158 PAX 250), sont reportees, en abscisse, les intensites de fluorescence 
et, en ordonnees, le nornbre relatif de cellules. 

On peut observer que : 
5 - les cellules NK R.P., D.F. et MAL. sont toutes CD3" et CD16 + , 

- les cellules NK R.P. sont p50.1 + , p50.2~, p50.3" ; elles sont reconnues par 
l'anticorps monoclonal anti-CD 158 EB6 et ne sont pas reconnues par les 
anticorps monoclonaux anti-CD 158 GL183 et PAX250, 

- les cellules NK D.F. sont p50.1\ p50.2 + , p50.3~ : elles sont reconnues par 
10 l'anticorps monoclonal anti-CD 158 GL183 et ne sont pas reconnues par les 

anticorps monoclonaux anti-CD 158 EB6 et PAX250, 

- les cellules NK MAL. sont p50.1\ p50.2\ p50.3 + : elles sont reconnues 
par l'anticorps monoclonal anti-CD 158 PAX250 et ne sont pas reconnues par les 
anticorps monoclonaux anti-CD158 EB6 et GL183. 

15 

Les trois patients atteints de LDGL ont done presente une 
lymphoproliferation de cellules NK reconnue par des anticorps anti-CD 158 : anti- 
KIR p58.1 (EB6), anti-KER p58.2 (GL183) et anti-KAR p50.3 (PAX250) 
respectivement. Trois groupes de cellules NK ont ainsi pu etre definis : cellules 
20 LDGL R.P., cellules LDGL D.F. et cellules LDGL MAL. 



Test cvtolvtique 
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Des essais de cytotoxicite re-dirigee utilisant P815 en tant que cellules 
cibles FcyR + ont ete realises pour les cellules NK R.P. p50.1 + , D.F. p50.2 + et 
MAL. p50.3 + 



Les resultats sont illustres par la Figure IB ou est presente un test de 
cytotoxicite re-dirigee avec differents anticorps monoclonaux : des cellules NK 
issues des donneurs indiques (R.P. p50.1 + a gauche, D.F. p50.2 + au centre, ou 
MAL. p50.3 + a droite) et cultivees sur JL-2 ont ete utilisees comme cellules 
efTectrices. Le test a ete realise en presence de : aucuns anticorps (cercles 
blancs), anticorps monoclonal anti-CD 16 (triangles noirs), anticorps monoclonal 
anti-CD56 (triangles blancs), anticorps monoclonal anti-CD158 (EB6 pour R.P., 
GL183 pour D.F. et PAX250 pour MAL.) (cercles noirs). En abscisse sont 
reportes les ratios cellules effectrices : cellules cibles (E:T) et, en ordonnees, le 
pourcentage de lyse specifique. 

Les tests de cytotoxicite re-dirigee indiquent que, par constraste avec ce 
qui est observe lors d'une stimulation de recepteurs KIRs, l'addition d'anticorps 
anti-CD 158 aux cellules NK augmente considerablement la cytolyse des cellules 
P815 (Figure IB). 

A titre de temoins, les anticorps monoclonaux anti-CD 16 augmentent la 
cytolyse spontanee des P815 de maniere similaire aux anticorps monoclonaux 
anti-CD 158, alors qu'un anticorps monoclonal anti-CD56 apparie a l'isotype n'a 
aucun effet (Figure IB). 

Ces cellules NK expriment done a leur surface des KARs, risoforme 
activatrice des KIRs. Ces resultats ont ete, de plus, confirmes par analyses PCR 
(amplification en chaine par polymerase) avec transcriptase inverse des ADNc 
KIR/KAR. 

Analyse des KARs exprimes par radio-ioduration et immunotransferts : 
idenrification des KARAPs 



Les recepteurs KARs exprimes sur les cellules NK issues de patients 
LDGL ont ete analyses par radio-ioduration interne suivie d'immunoprecipitation. 

Les resultats sont iilustres par la figure 2A ou est presentee une analyse 
SDS-PAGE, sur gel a 13% en conditions denaturantes, realisee a partir de 
cellules NK (10 x 10 6 cellules/piste) de donneur R.P. (p50.1 + ) radiomarquees au 
I25 I et immunoprecipitees a Faide de l'anticorps monoclonal anti-CD 158 EB6 
(piste 1), puis purifiees a Taide d'anticorps monoclonaux anti-CD3^/anti-FceRIy 
(pistes 2 a 7) et enfin re-immunoprecipitees a Taide de l'anticorps monoclonal 
anti-CD158 EB6 (piste 8). 

Les memes profils ont ete obtenus avec les donneurs D.F. (p50.2 + ) et 
MAL. (p50.3 + ) (donnees non presentees). 

On peut observer que les immunoprecipites d'anticorps anti-CD 158 
prepares a partir de lysats de cellules NK contiennent, en plus des KARs 
observes a ^50 kDa, une bande de masse moleculaire plus faible migrant a 12 ± 
lkDa environ. 

II a ete montre que les KTRs s'associent avec les polypeptides CD3^ et FCeRJy 
dans les cellules NK humaines. Les experiences de pre-epuisements utilisant des 
anticorps anti-CD3^ et anti-FCeRlY ont elimine la possibilite que la bande de 12 
kDa environ associee au KARs soit CD3^ ou FCeRIy (Figure 2A). 

L'ensemble proteique correspondant a cette bande a 12 + lkDa environ a 
ete baptise KARAPs {KAR-associated proteins, proteines associees aux KARs). 

Ces resultats ont ete confirmes par des experiences d'immunotransferts qui 
ont revele l'absence de toute bande reactive en presence d'anticorps anti-CD3^ 
dans les immiinoprecipites de rnAbs anti-CD 158 prepares a partir de lysats NK. 
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Ces resultats, obtenus en presence d'anticorps anti-CD3£, sont illustres par 
la figure 2B oil est presentee une analyse de lysats complets de cellules D.F. ou 
d'immunoprecipites de tels lysats par resolution SDS-PAGE sur gel a 15% en 
conditions denaturantes et incubation des filtres de nitrocellulose avec une sonde 
5 anticorps monoclonal anti-CD3£. Les lysats complets de cellules (LCC) D.F. ont 
ete deposes a 5 x 10 6 cellules/piste en piste 1, les immimoprecipites de tels lysats 
a 15 x 10 6 cellules/piste en pistes 2 a 4. Les immunoprecipitations ont ete 
realisees sur des lysats de cellules D.F. en utilisant l'anticorps monoclonal anti- 
FceRIa BC4 en temoin piste 2, l'anticorps monoclonal anti-CD 16 en piste 3 et 
l o l'anticorps monoclonal anti-CD 1 5 8 GL 1 83 en piste 4 . 

Les memes resultats ont ete obtenus pour les cellules R.P. et MAL., a l'aide 
de mAb anti-CD3<^. 

Les resultats obtenus a l'aide de mAb anti-FCeRIy (donnees non 
presentees) ont apporte la meme confirmation. 

15 

Analyse des KARAPs par test kinase in vitro et electrop horese sur couche 
mince (TLE) 

Les tests kinase in vitro realises sur les immunoprecipites d'anticorps 
20 monoclonaux anti-CD 158 ont revele que les KARs s'associent a une 
phosphoproteine predommante de faible poids moleculaire migrant a environ 14 ± 
1 kDa dans les cellules NK. 

Les resultats sont illustres par la figure 3 A : des lysats prepares a partir de 
cellules NK MAL. ont ete immunoprecipitees avec l'anticorps indique (anti- 
25 FcsRIa en piste 1, anti-CD 16 en piste 2, anti-CD 158 en piste 3) prealablement a 
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des tests kinase in vitro. Les proteines phosphorylees ont ete separees par SDS- 
PAGE sur uii gel a 15% en conditions denaturantes. 

Ces resultats sont en accord avec le changement de masse moleculaire 
attendue pour la forme phosphorylee de la KARAP a 12 kDa observee par 
5 ioduration interne. De plus, les immunoprecipites de mAbs anti-CD 158 prepares 
a partir de cellules NK KAR + comprennent deux autres phospho-KARAPs, 
migrant a 16 ± 1 kDa et 12 ± 1 kDa respectivement (Figure 3 A). 

L'association des KARs avec un groupe similaire de KARAPs 
phosphorylees a aussi ete observee avec un panel de clones de cellules NK KAR 4 * 
10 et etait absente de clones NK KIR + . II a ete observe que l'intensite relative des 
phospho-KARAPs a 16,14 et 12 kDa peut varier selon l'origine des cellules NK. 

Une analyse des acides amines phophoryles a revele que la KARAP 
majeure a 14 kDa est principalement phosphorylee au niveau des residus tyrosine. 
Les resultats sont illustres par la figure 3C : les bandes KARAPs (a 
15 gauche) et CD3^ (a droite) ont ete excisees apres test kinase in vitro et soumises 
a une analyse des acides amines phophoryles par electrophorese sur couche 
mince. Dans cette experience, les bandes KARAPs et CD3^ ont ete isolees a 
partir d'immunoprecipites d'anticorps monoclonaux, respectivement, anti-CD 158 
et anti-CD 16 prepares a partir de lysats de cellules NK. R.P. 
20 Neanmoins, une phosphorylation au niveau de residus serine mais non au 

niveau de residus threonine peut aussi etre detectee. A titre de temoin, Tanalyse 
des acides amines phophoryles a confirme la phosphorylation de CD3^ au niveau 
du residu tyrosine seulement. 
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KARAPs et transduction du signal activateur (tranfectants KAR*) 
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Par contraste avec les KIRs p58.2, l'expression de KAR p50.2 dans les 
transfectants de la lignee cellulaire non lymphoide RBL-2H3 ne conduit pas a une 
reconstitution de la fonction activatrice des KARs p50.2. En effet, la stimulation 
de tranfectants de cellules RBL-2H3 p50.2 + induite par des anticorps anti-CD158 
5 ne conduit a aucune mobilisation detectable du Ca 2+ intracytoplasmique, ni a 
aucune liberation detectable de serotonine. 

De maniere remarquable, les tests kinase in vitro realises sur les 
immunoprecipites d'anticorps monoclonaux anti-CD158 prepares a partir de 
transfectants de cellules RBL-2H3 p50.2 + n'ont inclus aucune KARAP detectable. 

Les resultats sont illustres par la figure 3B : des lysats prepares a partir de 
cellules RBL-2H3 p50.2 + ont ete immunoprecipitees avec l'anticorps indique 
(anti-CD3e en piste 1, anti-FceRIct en piste 2, anti-CD158 en piste 3) 
prealablement a des tests kinase in vitro. Les proteines phosphorylees ont ete 
separees par SDS-PAGE sur un gel a 15% en conditions denaturantes. 
15 Le defaut d'association des KARs aux KARAPs dans les transfectants de 

cellules RBL-2H3 p50.2 + a ete egalement confirme par ioduration interne 
(donnees non presentees). 

Les KARAPs s'associent done de maniere selective aux KARs, et l'absence 
d'association des KARs aux KARAPs est correlee avec l'incapacite des KARs a 
20 transduire un quelconque signal activateur detectable. 

Association KAR-KARAPs (gel diagonal) 

Finalement, une analyse sur gel bidimensionnel diagonal des 
25 immunoprecipites d'anticorps monoclonaux anti-CD158 a revele que les phospho- 
KARAPs de 16, 14 et 12 kDa environ decroissent le long du gel diagonal. 
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Les resultats sont illustres par la figure 4 : des immunoprecipites (IP) 
d'anticorps monoclonaux anti-CD158 prepares a partir de lysats de cellules NK 
R.P. ont ete soumis a un test kinase in vitro prealablement a analyse par SDS- 
PAGE sur gel a 13% bidimensionnel en conditions non-denaturantes/(direction 
horizontale)/denaturantes (direction verticale). 

Ces resultats indiquent ainsi que les KARs sont associes dans les cellules 
NK a un complexe de dimeres KARAPs lies par liaison disulfure. 

3. Discussion 

Les KARs, recepteurs activateurs autonomes des molecules du CMH de 
classe I ou co-recepteurs du TCR (recepteur de lymphocyte T) ou de RFc 
(recepteur pour fragment constant d'immunoglobuline), represented une voie 
nouvelle pour l'activation des cellules NK et T. 

Les inventeurs ont demontre que les KARs sont en fait assembles dans les 
cellules NK en un complexe multimerique faisant intervenir des KARAPs 
associees sous forme de dimeres lies par liaison disulfure. 

Si l'analyse par radio-ioduration a mis en evidence une KARAP a environ 
12 ± 1 kDa, l'analyse par test kinase a mis en evidence trois phospho-KARAPs a 
environ 16, 14 et 12 ± 1 kDa. 

La correlation entre l'association des KARs aux KARAPs et la fonction 
activatrice des KARs suggere que les KARAPs agissent en tant que sous-unites 
transductrices du complexe KAR multimerique. 

Cependant, l'absence d'association des KARs aux KARAPs, telle 
qu'observee pour les transfectants de cellules RBL-2H3, n'empeche pas 
l'expression du recepteur sur la surface cellulaire, contrairement a ce qui a ete 
observe pour les recepteurs activateurs multimeriques pour antigenes ou anticorps 
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incluant des polypeptides a IT AM (motif d'activation d'immunorecepteurs basee 
sur residu(s) tyrosine(s). 

D'autres recepteurs activateurs, ou a tout le moins non inhibiteurs, de la 
superfamille des immiinoglobulines ou du type lectine tels que NKG2 C/D, 
SERPp et ELT1, presentent de frappantes similarites avec les KARs. 

Ces similarites sont illustrees par la figure 5 ou sont presentes les 
recepteurs activateurs ou non-inhibiteurs de la superfamille des immunoglobuliries 
(IgSF) ou du type lectine, et leurs contreparties inhibitrices. En dessous du nom 
de chaque couple de recepteurs, sont indiquees les cellules les exprimant 
naturellement. Les recepteurs activateurs ou non-inhibiteurs ne presentent ni 
ITIM (motif d'inhibition d'immunorecepteur basee sur residu(s) tyrosine) ni IT AM 
(motif d'activation d'immunorecepteur basee sur residu(s) tyrosine) mais 
presentent un residu acide amine charge dans leur domaine transmembranaire 
(TM) (R = arginine, K= lysine, D=acide aspartique, E=acide glutamique). Les 
contreparties inhibitrices (de gauche a droite, ILT2/TLT1, SIRPa/SIRPP, 
KIR/KAR, NKG2A/B/NKG2C/D) component un motif ITIM dans leur partie 
intracytoplasmique (IC). Chaque recepteur activateur, ou non-inhibiteur, presente, 
au niveau extracytoplasmique (EC), une forte homologie avec sa contrepartie 
inhibitrice. 
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REVINDICATIONS 

1 . Polypeptide tel qu'obtenu : 

i. par immunoprecipitation d'une ou plusieurs fraction(s) 
polypeptidique(s) de lysats de cellules NK et/ou T a l'aide d'un ou plusieurs 
anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR, tel(s) qu'un anticorps anti-CD158, anti- 
p70/NKBl, anti-pl40, et plus particulierement l'anticorps monoclonal EB6, 
GL183 ouPAX250, 

ii. chaque fraction polypeptidique pouvant optionnellement etre plus 
avant epuisee par elimination des fractions immunoprecipitees a Taide 
d' anticorps anti-CD3 et/ou anti-FcsRIy, et/ou etre a nouveau precipitee a l'aide 
d'un ou plusieurs anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR tel(s) qu'un anticorps anti- 
CD158, anti-p70/NKBl ? anti-pl40, et plus particulierement l'anticorps 
monoclonal EB6 5 GL183 ou PAX250, 

iii. par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire, et recuperation des polypeptides 
correspondant a un poids moleculaire de 12 ± 1 kDa environ, ou bien 

par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fractions 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire apres avoir soumis ladite (lesdites) 
fraction(s) polypeptidique(s) a un test kmase, et recuperation des polypeptides 
correspondant a un poids moleculaire de 12, 14 et/ou 16 ± 1 kDa environ, 
ou fragment d'un tel polypeptide. 

2. Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est phosphoryle au 
niveau d'au moins un residu tyrosine et/ou d'au moms un residu serine. 
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3. Polypeptide selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu'il se lie a line 
molecule a domaine SH2 ou PTB. 

4. Polypeptide selon l'une quelconque des revendications precedentes, caracterise 
5 en ce qu'il est modifie par glycosylation, phosphorylation, sulfonation, 

biotinylation, acylation, esterification, par addition, substitution ou suppression 
d'entites de forme moleculaire proche de celle des groupes phosphate telles que 
le phosphonate, par addition de reactifs de marquage tels que la luciferase, la 
GFP (Green Fluorescence Protein), par addition de cibles de purification telles 
10 qu'un ligand d'affinite, par addition d'entites modifiant sa solubilite. 

5. Polypeptide selon l'une quelconque des revendications, caracterise en ce qu'il 
est capable de traverser une membrane cellulaire. 

15 6. Anticorps ou fragment d'un tel anticorps, en particulier fragment Fc, Fv, Fab, 
F(ab)'2, tel qu'obtenu par irrimunogenese a partir d'un polypeptide selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 5 ou a partir d'un fragment d'un tel 
polypeptide. 




20 7. Acide nucleique ou variant d'un tel acide nucleique, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence correspondant a la lecture en cadre ouvert, selon le code 
genetique universel, de la sequence en acides amines d'un polypeptide selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 5. 

25 8. Procede d'obtention d'un polypeptide selon l'une quelconque des revendications 
1 a 5, caracterise en ce qu'il comprend les etapes : 



i. d'immunoprecipitation d'une ou plusieurs fraction(s) 
polypeptidique(s) de lysats de cellules NK et/ou T a l'aide d'un ou plusieurs 
anticorps anti-KTR et/ou anti-KAR, tel(s) qu'un anticorps anti-CD 158, anti- 
p70/NKBl, anti-pl40, et plus particulierement l'anticorps monoclonal EB6, 
GL183 ou PAX250, 

ii. chaque fraction polypeptidique pouvant optionnellement etre plus 
avant epuisee par elimination des fractions immunoprecipitees a l'aide 
d' anticorps anti-CD3 et/ou anti-FceRIg, et/ou etre a nouveau precipitee a l'aide 
d'un ou plusieurs anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR tel(s) qu'un anticorps anti- 
CD 158, aiiti-p70/NKBl 5 anti-pl40, et plus particulierement l'anticorps 
monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 

iii. de separation les polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire et recuperer les polypeptides 
correspondant a un poids moleculaire de 12 ± 1 kDa environ, ou bien 

de separation des polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire apres avoir soumis ladite (lesdites) 
fraction(s) polypeptidique(s) a un test kinase, et recuperer les polypeptides 
correspondant a un poids moleculaire de 12, 14 et/ou 16 ± 1 kDa environ. 

9. Composition pharmaceutique comprenant, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement inerte, une quantite efficace de polypeptides selon Time 
quelconque des revendications 1 a 5, ou de fragments de tels polypeptides, ou 
une quantite efficace d'anticorps selon la revendication 6, ou de fragments de tels 
anticorps, ou une quantite efficace d'acides nucleiques selon la revendication 7, 
ou de variants de tels acides nucleiques. 



10. Methode de diagnostic in vitro d'un fonctionnement anormal ou non desire 
d'une cellule, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes de: 

- mise en contact d'au moins une cellule, ou un extrait de cellule, avec un 
anticorps selon la revendication 6 ou un fragment d'un tel anticorps, ou avec un 
acide nucleique selon la revendication 7 ou un variant d'un tel acide nucleique, et 
de 

- revelation du produit de reaction eventuellement forme. 

11. Methode de diagnostic in vitro selon la revendication 10, caracterisee en ce 
que ledit fonctionnement anormal ou non desire se traduit par une maladie 
immunoproliferative, une maladie d'immunodeficience telle qu'une maladie a 
VIH, un cancer tel que la maladie lymphoproliferative des lymphocytes 
granulaires, une maladie auto-immune telle que la polyarthrite rhumatoide, une 
maladie infectieuse telle que le paludisme, une reponse allergique, un rejet de 
greffe. 

12. Methode ^identification de molecules adaptatrices ou effectrices de 
l'activation d'un KAR, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes de : 

i. mise en contact des molecules candidates avec des polypeptides selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 5 (ou avec des fragments de tels 
polypeptides), et de 

ii. selection de celles des molecules candidates pour lesquelles une liaison 
auxdits polypeptides (ou auxdits fragments de polypeptides) est observee. 

13. Methode ^identification de molecules capables de moduler une activite 
cellulaire resultant de l'activation d'un KAR, caracterisee en ce qu'elle comprend 
les etapes de : 
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i. mise en contact des molecules candidates avec des molecules 
adaptatrices ou effectrices de l'activation d'un KAR telles qu'obtenues par la 
methode selon la revendication 12 et avec des polypeptides selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 5 (ou avec des fragments de tels polypeptides), 

5 et de 

ii. selection de celles des molecules candidates qui exercent un effet sur la 
liaison entre lesdits polypeptides (ou lesdits fragments de polypeptides) et lesdites 
molecules adaptatrices ou effectrices, telle qu'observee en Tabsence desdites 
molecules candidates. 
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Figure 3 A, B, C 
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